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Abstract
誗AIM: To demonstrate that ultraviolet A(UVA) induces
osmolytes accumulation in retinal pigment epithelial
(RPE) cells.
誗 METHODS: Under different experimental conditions
such as UVA exposure, hyperosmotic stress condition
and hypoosmotic stress condition, RPE cells were
cultured for different time periods. The betaine / 酌-amino-
n - butyric acid ( GABA ) transporter, the sodium -
dependent myoinositol transporter and the taurine
transporter ( TAUT ) mRNA were measured by
quantitative PCR. The radioactive labeled osmolytes were
measured to evaluate the level of osmolytes transportation.
誗 RESULTS: This study demonstrated that RPE
expressed mRNA specific for the betaine/ GABA
transporter, for the sodium - dependent myoinositol
transporter and for the TAUT. In comparison to norm
osmotic (300mosmol/ L) controls, a 3-5-fold induction
of mRNA expression for the betaine/ GABA transporter,
the sodium- dependent myoinositol transporter and the
TAUT was observed within 6 - 24h after hyperosmotic
exposure ( 400mosmol/ L ). Expression of osmolyte
transporters was associated with an increased uptake of
radioactive labeled osmolytes. Conversely, hypoosmotic
(200mosmol/ L) stimulation induced significant efflux of
these osmolytes. UVA significantly stimulated osmolyte
uptake. Increased osmolyte uptake was associated with
upregulation of mRNA steady-state levels for osmolyte
transporters in irradiated cells.
誗CONCLUSION: UVA induces osmolyte uptake in RPE.
It is similar reaction to hyperosmotic stress. This
suggests that osmolyte uptake response by UVA may be
important to maintain homeostasis.
誗 KEYWORDS: ultraviolet A; hyperosmotic stress;
osmolytes; retinal pigment epithelial
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摘要
目的:紫外线 A 是否引发渗透压小分子物质向视网膜色
素上皮细胞内积聚。
方法:视网膜色素上皮细胞经紫外线 A 照射、高渗和低渗
培养后不同时间点,通过定量 PCR 方法测定甜菜碱/ 酌-
氨基丁酸转运蛋白,钠依赖式肌醇转运蛋白和牛磺酸转
运蛋白 mRNA 的表达水平,通过放射性同位素标识的渗
透压小分子物质测量渗透压小分子物质在不同实验条件
下的细胞内外转运过程。
结果:本研究证明视网膜色素上皮细胞表达甜菜碱/ 酌-
氨基丁酸转运蛋白,钠依赖式肌醇转运蛋白和牛磺酸转
运蛋 白 mRNA。 高 渗 ( 400mosmol/ L ) 相 对 于 等 渗
(300mosmol/ L)引发甜菜碱/ 酌-氨基丁酸转运蛋白、钠依
赖式肌醇转运蛋白和牛磺酸转运蛋白的 mRNA 升高约
3 ~5 倍。 高渗同时引发放射性同位素标记的渗透压小
分子物质细胞内积聚。 相反,低渗(200mosmol/ L)引发渗
透压小分子物质外流至细胞外。 紫外线 A 照射明显引发
渗透压小分子物质向细胞内摄入。 与此同时,紫外线 A
照射还引发细胞膜相应转运蛋白的 mRNA 的上调。
结论:本实验表明紫外线 A 可以引发与高渗相类似的渗
透压小分子物质的细胞内积聚效应,这种效应对保持细
胞内稳态有重要作用。
关键词:紫外线 A 高渗;渗透压;小分子物质;视网膜色素
上皮细胞
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摇 摇 渗透压小分子物质包括甜菜碱、肌醇和牛磺酸。 目
前认为,这类小分子物质不带电荷,并且可以抵抗渗透压
引起的一系列细胞损伤。 高渗可以使细胞缩小,细胞内
带电离子强度过大,氧自由基上调等。 渗透压小分子物
质与细胞内带电离子如钠离子、钾离子等相互交换,使细
胞内渗透压保持稳定,又不会使细胞内离子强度过大,保
持细胞内大分子功能蛋白的结构和生物活性,避免细胞
DNA 断裂
[1]。 人们发现,高渗可以使渗透压小分子物质
快速积聚于细胞内,相反,低渗使渗透压小分子物质由细
胞内流出至细胞外。 这种变化伴随着相应的细胞膜上的
转运蛋白的上调。 转运甜菜碱、肌醇和牛磺酸的细胞膜
转运蛋白分别是甜菜碱/ 酌-氨基丁酸转运蛋白(BGT-1),钠
依赖式 肌 醇 转 运 蛋 白 ( SMIT) 和 牛 磺 酸 转 运 蛋 白
(TAUT)。 紫外线照射与高渗具有相似的细胞内信号转
导通路和渗透压小分子物质细胞内外转运现象。 我们通
过本次研究揭示了视网膜色素上皮细胞可以利用渗透压
小分子物质来维持细胞体积动态平衡,并且渗透压小分
子物质可以对紫外线做出相应的主动防御性的保护
反应。
1 材料和方法
1.1 材料摇 视网膜色素上皮细胞 ARPE-19(美国 ATCC),
RNA 提取试剂盒(天根),[
14C] 甜菜碱、[
3H] 牛磺酸、
[
3H]肌醇等放射性物质(美国 Sigma)。 转运蛋白基因表
达水平由 SYBR Green PCR 和 Gene Amp 5700 序列检测
试剂盒检测。
1.2 方法摇 细胞培养: ARPE-19 细胞培养于含 10%胎牛
血清,50U/ mL 青霉素,200mg/ mL 链霉素的 DMEM 培养
基中,放置于温度为 37益,含 5% CO2的培养箱中。 通过
培养液中氯化钠浓度的变化来改变渗透压。 有实验表
明
[2],渗透压小分子物质的转运主要取决于渗透压的改
变,而不是由改变渗透压的物质是氯化钠还是棉子糖。
这表明渗透压小分子物质转运是由渗透压本身,而不是
钠离子浓度或氯离子浓度。 紫外线照射:培养液首先经
PBS 替换,再经 UVA 照射,照射距离30cm,强度30J/ cm
2,
波长为 365nm。 阴性对照组,细胞不经 UVA 照射。 定量
Real-time PCR:ARPE-19 总 RNA 通过总 RNA 提取试剂
盒,并反转录至 cDNA 第一链。 引物设计如下:TAUT:5蒺-
AAAGCTGTGACAATGATGCCG - 3蒺 和 5蒺 - CCAGTCCAA
GCAAGAGAAGCA-3蒺,BGT-1:5蒺-AACAGTGCCACCAGC
TTTGTG - 3蒺 和 5蒺 - ACTCGGCCACTTCAGAAATGG - 3蒺,
SMIT:5蒺-TCAACCACATCATTCCCAACG-3蒺 和 5蒺-TGCTG
TCTTCAGATTTCCCGT-3蒺,HPRT:5蒺-AAGATGGTCAAGG
TCGCAAGC-3蒺 和 5蒺-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3蒺。
摇 摇 PCR 条件如下:50益 2min,95益 10min 为一循环。 95益
15s 60益 1min 40 次循环,样品量分别为25 滋L。 甜菜碱、
肌醇和牛磺酸的摄入:ARPE-19 在无血清的培养液中在
指定渗透压的条件下培养 16h。 然后,细胞被内含[
14C]
甜菜碱(48. 1Ci/ mmol),[
3H]牛磺酸(24Ci/ mmol)或[
3H]
肌醇(22. 3Ci/ mmol)的培养液培养。 之后,细胞经含 pH
7. 4 的 10mmol/ L Tris - HEPES, 300mmol/ L 甘 露 醇,
300mmol/ L 氯化钠的冰冷反应终止液漂洗 3 次。 最后,细
胞放置于空气中干燥,细胞溶解等分后用于液体闪烁计数
及蛋白测定。 甜菜碱、肌醇和牛磺酸的外流:ARPE-19
培养于含 10滋m [
14C]甜菜碱,[
3H]牛磺酸或[
3H]肌醇无
图 1摇 视网膜色素上皮细胞中 BGT-1、SMIT 和 TAUT 的表达
A:RPE 经高渗或等渗培养液培育不同时间。 渗透压的改变是
通过向培养液中添加氯化钠;B:RPE 经 UVA 照射后分别培养6
和 24h,结果是用转运蛋白的 mRNA 表达水平是 HRPT 的
mRNA 表达水平的比值倍数表示的。
血清培养基中。 细胞用 PBS 漂洗。 经 UVA 照射后,细胞
培养于不含渗透压小分子物质的培养基中。 收集细胞裂
解液后,通过闪烁计数法测量放射性小分子物质的放射
活性。 放射性小分子物质外流的多少是由细胞裂解液及
上清液中的放射活性占总射活性的比例来表示的。
摇 摇 统计学分析:数据统计用 SPSS 19. 0 软件分析,经 t
检验,P<0.05 认为有统计学差异。
2 结果
2.1 ARPE-19 细胞 BGT-1, SMIT 和 TAUT 的 mRNA
的表达摇 Real-time RT-PCR 分析得出,在等渗条件下,
BGT-1、SMIT 和 TAUT mRNA 的表达分别是(0. 1依0. 1,
3. 7依0. 2 和 0. 1依0. 1 mRNA/ HPRT mRNA )。 高渗(400
mosmol/ L)条件下,ARPE 表达 BGT -1、SMIT 和 TAUT
mRNA 水平上调3 ~5 倍。 高渗诱导9h 后,SMIT 和 TAUT
mRNA 表达达到峰值。 高渗诱导 3h 后,BGT-1 mRNA 表
达达到峰值(图 1)。
2.2 ARPE-19 细胞渗透压小分子物质的转运摇 高渗诱
导的视网膜色素上皮细胞的渗透压小分子物质转运蛋白
mRNA 的表达是通过测量细胞摄入放射性同位素的多少
来测定的。 在等渗(300mosmol/ L)条件下,ARPE-19 摄
取甜菜碱、肌醇和牛磺酸的能力维持在很低的水平(表1)。
在此条件下,经过2h 的细胞培养,牛磺酸的摄取分别是
0 0 6
国际眼科杂志摇 2014 年 4 月摇 第 14 卷摇 第 4 期摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO.2000@163. com摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 ARPE-19 细胞内外渗透压小分子物质的转运 (軃 x依s,nmol/ mg)
实验条件 甜菜碱 肌醇 牛磺酸
300 mosmol/ L 1. 4依0. 1 1. 6依0. 1 3. 7依0. 2
400 mosmol/ L 2. 2依0. 4 2. 7依0. 1 8. 4依2. 1
300 mosmol/ L+10J/ cm
2 UVA 1. 4依0. 1 1. 7依0. 2 3. 8依0. 3
300 mosmol/ L+30J/ cm
2 UVA 2. 3依0. 5 3. 7依0. 2 7. 1依0. 2
摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 紫外线 A 和低渗诱发 ARPE-19 细胞渗透压小分子物质外流占总放射活性百分数 (軃 x依s,%)
实验条件
甜菜碱
5min 60min
肌醇
5min 60min
牛磺酸
5min 60min
300 mosmol/ L 18依1 33依2 11依2 14依3 15依1 23依3
200 mosmol/ L 43依4 67依6 14依1 28依3 53依7 75依6
300 mosmol/ L+30J/ cm
2 UVA 27依3 39依3 16依3 18依4 17依4 27依5
甜菜碱和肌醇的 2.5 倍和 2. 1 倍。 培养于低渗、等渗以及
高渗的溶液中 16h 的 ARPE - 19, 随后再浸浴在包含
100mmol/ L 的甜菜碱、肌醇和牛磺酸的溶液中。 结果显
示,培养于高渗透压溶液的 ARPE-19 细胞在渗透调节物
质的摄取显著增加,分别增加摄取了 51%甜菜碱, 52% 肌
醇和 150%的牛磺酸。 值得说明的是,2h 的时间设定是为
了减少渗透压小分子物质对细胞膜转运蛋白的潜在影
响
[3]。 而且,经过 2h 的培育,小分子物质被缓慢摄入细胞
内,不是反映细胞内平稳状态下的细胞内渗透压小分子物
质的水平,而是反映起始摄入水平,是反映转运蛋白的活
跃程度。
2.3 低渗引发的小分子物质外流摇 首先,ARPE-19 细胞
培养于含有约 10滋m 的渗透压小分子物质溶液约 16h。 然
后,细胞清洗两次。 再后,培养于等渗或低渗的缓冲液中
约 5min ~1h。 低渗引发小分子物质大量外流至细胞外。
甜菜碱在等渗环境中 1h 约渗出 33%,然而在低渗环境
中,5min 渗出约 43%,1h 约渗出 67%。 肌醇和牛磺酸在
等渗环境中 1h 分别约渗出 14% 和 23%,但是在低渗环
境中分别约渗出 28% 和 75%(表 2)。
2.4 紫外线 A 照射 ARPE-19 引发渗透压小分子物质加
速进入细胞内摇 因为紫外线是视网膜细胞内的氧化应激
的主要来源,可以导致细胞 DNA 断裂,而且紫外线和渗透
压均可导致相似的细胞内信号转导变化,因此,我们研究
紫外线对渗透压小分子物质的转运的影响。 小于 300nm
波长的的紫外线引起 DNA 直接破坏,形成环丁烷嘧啶二
聚体等生物学效应。 大于 300nm 波长的紫外线,产生细
胞内氧化应激的效应在远远大于对 DNA 直接破坏的效
应。 因此,在本研究中,紫外线 A 激发装置激发出的波长
大于 300nm,最大激发波长约在 365nm。
摇 摇 紫外线 A(30J/ cm
2)辐射 ARPE-19 明显引起肌醇和
牛磺酸流入细胞内(表 1)。 相对于低渗条件,UVA 辐射
并没有引发渗透压小分子物质外流至细胞外(表 2)。 与
非照射组比较,UVA 照射引发 BGT-1 mRNA 于6h 后表达
上调约 3 倍,24h 后表达上调约 4 倍(图 1),但是,SMIT
mRNA 仅在 UVA 照射 24h 后才表达略有上调,UVA 照射
6h 后,TAUT mRNA 表达上调约 1 倍,UVA 照射 24h 后上
调约 2 倍(10J/ cm
2)及 5 倍(30J/ cm
2)。
3 讨论
摇 摇 本研究描述了在 ARPE-19 中,甜菜碱、肌醇和牛磺酸
三种渗透压小分子物质的存在。 首先,本研究发现 ARPE-19
中存在有 BGT-1,SMIT,TAUT 的 mRNA 的表达,并且表达
随着高渗和紫外线 A 照射上调。 其次,本研究发现伴随
转运蛋白 mRNA 的表达,渗透压小分子物质加速转运至
细胞内。 高渗和紫外线 A 照射可以加速小分子物质细胞
内转移。 再次,低渗可加速小分子物质由细胞内转移至细
胞外。 需要说明的是,本实验没有直接测量渗透压小分子
物质的转运。 测量渗透压小分子物质在细胞内外转运是
间接通过培养液及细胞裂解液中放射性同位素标识的小
分子物质的含量测定的。 本实验表明,人视网膜色素上皮
细胞渗透压转运蛋白的表达上调伴随着相应的渗透压小
分子物质的细胞内积聚。 这说明,在高渗和紫外线 A 照
射条件下,渗透压小分子物质的细胞内积聚是通过上调相
应的转运蛋白这种机制加速细胞摄取渗透压小分子物质
的速度实现的。 而且,细胞摄取渗透压小分子物质的速度
要远大于渗透压小分子物质外流至细胞外的速度。 而在
低渗条件下,细胞摄入渗透压小分子物质的速度要小于渗
透压小分子物质外流至细胞外的速度,从而实现了低渗条
件下渗透压小分子物质的细胞外流。 通过这种机制实现
了渗透压小分子物质的细胞内外分布的精确调节。
摇 摇 在脑、肾、肝等细胞均发现甜菜碱、肌醇和牛磺酸三种
渗透压小分子物质的存在,而且行使着调节细胞容积,保
持细胞活性及功能的作用。 渗透压小分子物质不仅维持
细胞内稳态,而且对保护细胞有重要作用,比如抵抗细胞
内过强的氧化压力。 渗透压小分子物质称作分子伴侣,可
以稳定内源性蛋白的生物学结构及功能。 有研究表明,甜
菜碱和牛磺酸可以抵抗外界对离体细胞造成的各种各样
的损伤。 特别在肾脏
[4],肾髓质处于极高的渗透压差的环
境中,这种环境可以促进原尿的重吸收,在这种极高的渗
透压差的环境中,小分子物质对肾细胞的存活起着至关重
要的作用。 在肝脏
[5],渗透压小分子物质参与基因的表
达。 在脑组织
[6],渗透压小分子物质参与维持细胞容积的
调控。 有学者发现在单核细胞和巨噬细胞
[7]中有甜菜碱
和肌醇的表达。 这些广泛存在的渗透压小分子物质不仅
保持细胞体积内稳态,而且还对稳定细胞内大分子蛋白起
重要作用。 视网膜,特别是视网膜色素上皮细胞构成视网
膜外屏障,保持视网膜色素上皮细胞的内稳态。 最近有学
者发现高渗使 RPE 细胞周期停滞
[8]。 有实验表明
[9, 10],
高渗可以调节视网膜牛磺酸转运蛋白水平。 在肝性脑病、
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透压小分子物质发生变化的学说。 与肾、肝、脑细胞一样,
视网膜色素上皮通过调配渗透压小分子物质来抵抗各种
各样的外界损伤
[11],特别是紫外线对视网膜的损伤。
摇 摇 紫外线照射是老年性黄斑变性的致病因素之一,视网
膜色素上皮细胞在日光照射下,经常接受大量来自太阳光
的紫外线,而且随着大气臭氧层的逐年变薄,紫外线抵达
视网膜的含量越来越多,老年性黄斑变性的发病率也逐年
增多。 紫外线与高渗相似,使视网膜色素上皮细胞内氧压
力上调,加速细胞凋亡。 有研究证实
[12],紫外线照射 Hela
细胞后,可以出现细胞内 ROS 上调,进而细胞内信号转导
通路发生变化,这些变化与高渗压力产生的细胞内信号变
化相拟。 两者最终均导致渗透压小分子物质细胞内积聚。
本实验也同样证实,紫外线与高渗相似,引起视网膜色素
上皮细胞内渗透压小分子物质积聚细胞内,以抵抗紫外线
对细胞的进一步损伤。 避免紫外线对其诱导的氧压力及
凋 亡 非 常 重 要。 有 研 究 表 明
[13], 金 属 硫 蛋 白
(Metallothionein)可以抵抗视网膜色素上皮细胞氧化应
激,避免其大量凋亡。 渗透压小分子物质也有抗氧化的功
效。 早期实验发现,牛磺酸转运蛋白受视网膜色素上皮细
胞内的氧化应激调节
[14]。 另外,牛磺酸这种渗透压小分
子物质对视网膜有抗氧化和抗凋亡的关键作用
[15]。 本实
验发现牛磺酸在高渗条件及紫外线照射条件下反应性上
调,对保护视网膜色素上皮起重要作用,可以延迟老年性
黄斑病变起积极的治疗作用。 视网膜色素上皮之间的紧
密连接构成视网膜外屏障。 因此 RPE 对整个视网膜的功
能有着至关重要的屏障作用。 RPE 细胞内的渗透压小分
子物质可以保护 RPE 抵抗紫外线损伤,维持视网膜外屏
障功能正常,维持 RPE 细胞内稳态。
摇 摇 本实验紫外线照射视网膜的能量和时间没有导致细
胞的活性的改变。 另外,紫外线照射后,渗透压小分子物
质的加速摄入细胞内伴随着对应的转运蛋白 mRNA 的上
调。 这表明紫外线和高渗导致的小分子物质的加速摄入
反映的是细胞最新合成的转运蛋白,而不是细胞内早先存
在的转运蛋白。 同样,有研究表明,在高渗条件下长期高
渗可诱导肝细胞、单核细胞、巨噬细胞小分子物质转运蛋
白表达,并可诱导小分子物质积聚细胞内。 渗透压小分子
物质,又被称为细胞内的分子伴侣,在紫外线照射的条件
下聚积于细胞内,是细胞抵抗外界损伤的策略之一。
Janeke 等
[16]学者研究表明,表皮角质细胞表达大量活跃
的 TAUT 转运蛋白。 也有学者发现在视网膜色素上皮细
胞中有大量的 TAUT 表达。 因为甜菜碱和牛磺酸有抵抗
氧化应激的作用,因此,在三种渗透压小分子物质的组成
中,这两种物质很有可能是起抵抗损伤的重要成份,特别
是抵抗紫外线对视网膜色素上皮细胞产生的氧化损伤。
在以后的实验中,我们将继续探讨,这些渗透压小分子物
质是否通过其他更多的途径来抵抗紫外线及高渗对视网
膜色素上皮细胞的损伤。 而且,我们认为我们 TAUT 基因
敲除小鼠将是验证上述假设的更有效的实验模型。
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